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(54) TlUc: AGENTS FOR TREATING HUMAN ILLNESSES BASED ON /9-CATENIN. AND THE PRODUCTION AND USE 
THEREOF 

(54) Bezelchnmig: MirTEL ZUR THERAPIE VON MENSCHLICHEN ERiOlANKUNGEN. AUSGEHEND VON ^-CATENIN. SEINE 
HERSTELLUNO UND SEINE VERWENDUNG 

(57) Alistract 

/?-catenin is a central molecule of the Wnt signal path. Increasing )8-catenin in the ceU leads to die translocation in the ccU nucleus 
and to the interaction with transcription factors of the LEF-l AXIF family. This can lead to colonic cancers and melenomas (oncogemc si^al 
nath) However. i?-<;atcnin also interacts with the tumor-suppressor genes APC, conductin and E-cadherin which have a contrary effect 
^ the cell (anti-oncogenic clfect). Tlie invention relates to peptides derived from LEF-l-VTCF-4-transcription factors and analogous 
molecules in the treatment of tumors, especially for treating colonic cancers and melanomas. These peptides and analogous molecules 
influence the interaction between /?-catenin and LEF-l/TCF. The invention can be used in the fields of pharmaceuticals and mcdicme. The 
invention essentially relates to peptides, said peptides comprising the parts of the LEF^IATC^^ 

and mutations thereof. The peptides are preferably comprised of 10-40 ammo acids from the N-terminal area of 1^1 ot TCF-4. THe 
invention also relates to peptides or analogous molecules derived from the armadillo region of /J^atenin which were identified as interaction 
domains widi LEF-l/TCF, APC, conductin and R-cadherin. TTiese peptides or analogous molecules can likewise mhibit the interacuon 
between )9-catenin and LEF-l/TCF, or in die case of APC or conductin, can increase the concentration of ^-catenin fai the oelL These last 
molecules can be used in order to influence the fomiation of tissue and organs, for example, in order to promote hair growtti. 

(57) Zusammenfossung 

5-Catenin ist ein zcntrales MoIekOl des Wnt-Signalweges. ErfiOhung von /5-Catenin in der Zelle mhrt zur Translokation in 
den Zellkem und zur Interaktion mit Transkriptionsfaktoren der LEF^l/TCF-Famme. Dies kann zu Kolonkarzinomen und Mclanomen 
filhren (onkogener Signalweg), ^-Catenin interagiert abcr auch rait den Tumorsuppressorgenen APC. Conductin und Er<:adherm, die cine 
gegenteiligc Wiricung auf die Zelle ausflbcn (anti-onkogene Wiricung). Die Erfindung betrifft von LEF-l-/TCF-4-Transknptionsfaktoren 
abeeleitete Peptide und analoge MolekQle in der Tumortiicrapie. insbesondere zur Behandlung von Kolonkarzinomen und Mclanomen. 
Di^ Pratide und analogen MolekQle beeinflussen die Interaktion zwischen /?-Catenin und LEF-irrCF. Anwendungsgebiete der 
Erfindung sind die pharmazeutische Industrie und die Medizin. Wcsentiicher Tcil der Erfindung sind Peptide, die Teile der 
LEF-lWTCF-4-Transkriptionsfaktoren umfassen. und ihre Varianten und Mutanten. Sie bestehcn vorzugsweisc aus 10-40 Aminosaurcn 
aus dem N-terminalcn Bercich von LEF-1 bzw. TCF-4. Im weitercn umfaBt die Erfindung Peptide oder analoge MolekQle. abgeleitet aus 
der Armadillo-Region von ^-Catenin, die als Interaktionsdomflnen zu LEF-IACT. APC. Conductin und Er<:adherm idenufizicrt wurfen. 
Diese Peptide Oder analogen MolekQle kOnnen ebenso die Interaktion zwischen ^-Catenin und LEF-l/TCF hemmen, oder. wie un Falle 
von APC Oder Conductinrdie Konzentration von /?-Catenin in der Zelle ertidhen. Diese letzteren MolekQle kOnnen zur Becmflussung von 
Gewebc- und Organbildung, z.B. zur Fftrderung des Haarwuchses eingesetzt werden. 
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MTTTEL ZUR THER APIE VON MENSCHLICHEN ERKRANKUNGEN. AUSGEHEND VON jl?-CATENIN, SEINE 
HERSTELLUNG UND SEINE VERWENDUNG 

Beschreibiug 

Die Erfmdung betrifit Mittel ziir Therapie von menschlichen Ericrankungen auf der Basis 
von Substanzen, die die Interakdon von ^-Catenin mit Traziskriptionsfaktoren und 
Tumorsuppiessor-Geiq»roduktai beeinflussen. Daninter befinden sich von LEF-1-/TCF-4- 
Transkiiptionsfaktoren und von 3-Catenin abgeleitete Pqidde und Shnliche Moleldiie. 
Sic betrifit f«aer ein Ver£aAiett zur Aufiindung solcher Substanzen sowie die Anwoufamg 
des Mittels, bevorzugt fur die Therqiie von Tumoien wie Kolonkarzinomen und 
Meianomen. 

Anwendungsgd>iete da Etfindung sind demznfolge die piiannazentische industrie und die 
Medizin. 

P-Catenin ist ein zytoplasmisches Protein mit verscfaiedenen Funktionen in der Zelle. Im 
Kompiex mit dm Zelladhasionsmolekfllen der Cadherin-Fandlie stellt p-Catenin die 
Vecbindung zum Zytoskeiett her (Hiilsken, J. ei al., E-<:adlierin and AFC comp&c for the 
interaction with beta-catenin and the cytoskeleton. J-Cell-Bioi. 127: 2061-9, 1994). 
Zus^tzlich ist P-Catenin eine Komponente der Wnt-Signaltransduktion, die in der 
Embryonalentwicklung eine grofie RoUe spielt. Der Transkriptionsfaktor LEF-1 wurde als 
Interakdonspartner von P-Catenin in dieser Signalkaskade indentifizieit (Behrens, J. et al.. 
Functional interaction of b^-catenin widi the transcription factor LEF-1. Nature, 382: 
638-42, 1996). Der Mecfaanismus der Signahransdukdon durch p-Catenin und LEF-1 ist 
gddart: Er beslefat in dem durch LEF-1 vennittettm Transport von p-Catmin in den 
Zellkem. Im Zellkem reguliot dieser Konqilex die Genea^ression duich die im Kompiex 
veranderte, LEF-1 indnzierte DNA-Biegung und durch die caifoo3iy-tenninale 
Transaktivienu^sdomane von P-Catenin. Inzwischen wurde gezrigt, daB auch andere 
Mitglieder der LEF-l/TCF-Familie von Transkriptions£dctoren, z.B. TCF-4 diese 
Signaltransdukdon vermitteln konnen (Korinek, V. et al.. Constitutive transcriptianal 
activation by a b^-catenin-Tcf complex in APC-/- colon carcinoma. Science, 275: 1784- 
87, 1997). 

Voraussetzung fur diese p-Catmin-abhangige Signaltransdukdon ist die Stabilisierung des 
zytoplasmatischen Pools von freiem, nicht Cadherin-gebundenem p-Catoiin. Dieser Pool 
wird durch die Glykogen-Syndi^se-Kinase 3p, durch das Tumorsuppressor-Geiqirodukt 
APC sowie durch Conductin/Axin negativ reguliert. 



BERICHTIGTES BLATT (KEGEL 91) 
ISA/EP 



wo 99/42481 



2 



PCT/DE99/00554 



Fur Kaizinome und Melanome wuide gezeigt, daB Mutadonen im N-Tenninus von p- 
Catmin Oder in der p-Cateim-Bindungsdoinaiie von APC diese Regulation anfhdien 
(Morin, P. J. et al.. Activation of beta-catenin-Tcf signaling in colon cancer by mutatioiis 
in bela-catenin or APC. Sci^e, 275: 1787-90, 1997). Als Konsequenz wird der P- 
Catenin-Pool stabilisiert. In Melanomen fuhrt diese Stabilisiening rur LEF-1 vermitteltm 
Translokation von p-Catenin in den Zellkem, wShrend in Kolonkardnomen vor allem 
TCF-4 diese Fimkdon erfiillt. Die tnuiskrq)tionelle Akdvitat des Komplexes in Kaninoni- 
Zellinien wimle duich die Akdvioung eines Reportergens belegt. Daniber hinaus konnte 
^zdgt weiden, daft diese AkdvitSt in APC-defizienten Kcrionkarzinom-Zdlinien nach 
Wiedeteinf&brung von APC inbibiert winde. 

APC-Mutadonen wurden in der uberwiegmden Mefarl^t von Kolonkarzinomoi 
identifiziert, wShreod nicht APC-defiziente Tumore Mntationen im p-Cat^-Oen 
aufweisen. Das Resultat dieser Mutadonen von APC oder p-Catenin ist die Akthderung der 
SignaltiansduJcdon durch den p-Catcnin-LEF/TCF-Komplex. Es unterstieicht die 
ScMusselroUe von P-Catenin in der Tumorentstehung. Da APC-Mutationen als ein ficOhes 
Emgnis in der Enstdning von Kolcmtumoren identifiziert wurden, ist die Aktivierui^ des 
P-Catenin-LEF/TCF-Komplexes wafarscheialidi ein zentraler Sduitt in der 
Tumorentstehung, 

Es wurde bereils versocht, die Schlusselrolle von p-Catenin in der Tumorentstehung fur die 
KntufirJrHmg von Tumortfiecapeutika auszunutzm. Nahezu zei^leich warden in den USA 
zwei Patentanmeldungen vorgenonunen, die inzwischen als WO-Schriften veroffentlicht 
wucden. In WO 98/41631 (John Hc^kins Univositat - B. Vo^lstein) wild die 
Beeinflussung von Interaktionen von p-Catenin, TCF-4 and dm Tumorsuppressor-Pnitein 
APC mit dem Ziel der Verfainderang von Krd>sentstehang beanspnidtt. Dabei woide 
gezeigt, daB Prodokte von mutierten APC-<jenen, die in Kokxrektal-Tumoren nachgewiesm 
wmden, die p-<:atenin/TCF-4-TranskTipdonsaktivierung nicht mefar regulieren kdnnen. 
Weiterhin weisen Kolorektal-Tumore mit intakten APC-Genen Aktivienmgsmutationm vcm 
P-Catenin im N-Tominus auf, was die Funktion der wichtigen MiosphorylierungsortB 
beeinfhiBt. Daraus wird abgeleitet, dafi die Regulienmg von p-Catenin fur den 
Tumorsuppiessorwirkung von APC kritisch ist und daB diese Regulienmg durch 
Mutationen in APC oder in p-Catenin umgangen woxlen kann. Der Haiq>tanspnich betrifil 
das intronfreie DNA-Molekul, welches fur TCF-4 kodiert. 

WO 98/42296 (Oayx Pharmaceuticals Inc. - Rubinfeld) betrifft Zusammensetzungen und 
M^bKxIen zur Diagnose und zar Behandlung von Kiankheitea, die durch P- 
Catenin/Transkr^ticms&ktor-Interaktionen aus^ldst werden. Der Hauptanqnuch betrifft 
das isolierte, stabilisierte P-Catenin und seine Fragmente, solche Fragmente sind allerdings 
nicht angegeben worden. 
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Die Mer bescbiiebene Eifindimg hat asum emeu das Ziel, neue Mittel zur Befaandlung von 
Karzinomen bzw. aberranter Gewebs- und Qrganentwicklimg zur Verfagung zu stellen. Ihr 
liegt die spezielle Aufgabe zugninde, die Interaktion von 3-Cateom mit LEF/TCP- 
TransioiptionsfaktDren als Voraussetzung der Translokation und der Aktivitat des 
Komplexes im Zellkem zu beeinflussen. Diese Modulation soli spezifisch sein, d.h. darf 
mit anderen Interaktionen von p-Catenin (z.B, mit APC, Conductin Oder E-cadherin) nicht 
inlerferiearen. Ein Ziel d^ Edindung besteht aufierdem darin, ELISA-Vofahren zur 
Durchmustenu^ von SubstanzbibliotbeiEen zur AufBndung von Molekulen (u. a. Pqstiden, 
organiscben Veibindun^) zu ratwickeln, die hochspeziiisch nur jeweils eine Interaktion 
des p-Catenin beeinflussen. 

Die Erfindung wird gemafi den An^prucfaen realisi^ die Unteransprucbe sisd 
Vorzugsvariantra. 

In der ersten Realisierung der Erfindung wurden die Bindungsdomanen der LEF/TCF- 
Tianskriptionsfaktoren fur p-Catenin idendfiziert (Abb.l). Sie sind Ausgangspunkt fBr die 
Gewinnung der erfindungsgemaBen Peptide und Sfanlich^ Moiekiile. Diese Peptide 
bestehen bevorzugt aus 10-20 Aminosauren langen Sequenzen aus dem N-t^minalen 
Bereich von LEF*1 bzw. TCF-4 (AM>.2). Besonders bevoizugt sind es die Peptide 

- besteiiend aus den N-tonninaira Aminosauren 11-34 von LEF-1 (Abb.l) folgender 
Secfuenz 

GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEK 

- bestehend aus den N-terminalen Aminosaurm 14-27 von LEF-1 folgenda Sequenz 
ELCATDEMIPFKDE 

- bestehend aus den N-temunalen Aminosauren 7-29 von TCF-4 (Abb.2) folgender 
Sequenz 

GGDDLGANDELISFKDEGEQEEK 

- bestehend aus den N-terminaien Aminosauren 10-23 von TCF-4 folgender Sequenz 
DLGANDEUSFKDE 

Bevorzugt sind fenier Peptide, in denen die sauren Aminosauren im ^stand von 5 
Aminosiuien angeordn^ und durch hydrophobe und basische Aminosauren flankiert sind 
(Abb.2). 
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Diese Peptide koimen g&sai& der Erfindiing fur die Tumoniienipie dngesetzt weiden, 
wafiir zwet prinzipielle Wage moglich siod. 

a) Verwendung der Peptide ais soLche 

Ein direkter Einsatz der Peptide fur die Bdiandiung von Tumoren kommt wegen itirer 
Tnsf^ hilitat gegenui)er Proteasen and wegen des Mangels an MemhFanpermeainlitat im 
allgemeinen nicht in Betracht. Eine Stabilisienmg erfolgt durch Kof^lung mit einem 
zweiten Peptid, wofur das sog. AntBnniq)edia-Peptid RQIEIWFQNRRMEWEE 
bervorragend gedgnet isL Dieses Pqitid ist in dor Lage, bis zu 100 Aminosamoi lange 
angekoppelte Peptide dutch Z^dlmembranen in das Zytopiasma und den Zeilkern zu 
tianspartim&. Die gekoppelten Peptide k5mieo voiteiihaft in der Tumor d ier api e eingeselzt 
werden. 

b) Verwendung der Pqrtide zom Dnigdesign (Pqitidnriimkiy), 

Die erfindungsgemafien Peptide dienen aucli als Gnindlage zum Design von Substanzm, 
die duich gezielte Modifikation die StabilitSt und Wirksamkeit in der Zelle a1i5hea 
CPeptidoniim^ics'). Beiqiieisweise kann das duich Einfuiiren reaktiver Gnqipen, 
Austausch von Aminosauren oder Einfobnmg nicbdiydroiysierbara: peptidabnficher 
Bindungen erfolgooi. 

Durch den Austausch des Kohlenstoffgerustes der Peptide g^en syntfaetischc 
Kolilenstoffgeruste mit gleicher Anonfanmg von funkdoneilen Gnq^ien kann die Stabilitit 
der Molekule eben&lls erfaSht werden (Non-P^rtidomim^cs). Dieses molefculaie Mimikcy 
der biologischen Akdvitat der von der nmnmalen Bindungsdomane von LEF-l/TCF fiir ^- 
Catenin abgeleitetea inUbitorischen Pqptide (Abb.3 und 4) mndglicfat die Ptoduktion 
potenterer Wiikstoffe ffir die Tmnor th er a pie. 

In einem zweiten Schritt zur Realisierung der Erfindung wurden die Regionen von fi- 
Catenin identifiziat, die fur die spezifischm Bindungen zu LEF-l/TCF-4, APC (20 und 
IS Aniinosauren-R^)eats enthaitmde Domanen), Conductin und E-Cadherin verantwortlich 
sind. Es wurde gefimdm, daB diese Regionen zum Teil uberlappen und die Armadillo- 
Domanen 3-8 von ^-Catenin betreffen (Abb.S und 6). Der Kempunkt dieses Schritts 
bestdit daiin, daB Mutationen von 0-Cat&un eizeugt wurden, welche spezifische 
Interakdonen zu einzelnen Partnem verhindem. Es handelt sich im einzelnen um folgende 
Mutationen, bezogen auf die in der Anlage beschridiene Teilsequraz von P-Catemn 
(Tab.l): 
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His 470, Arg 469 
Tip 383 
Arg386 



Keine Interakticm mit LEF-l/TCF'4 
Kdne Interakdon mit APC 20aa 
Kdne Interakdon mit APC ISaa 



Phe 253, Arg 274, Tip 338 Keine Interakticm mit Condiictin 

Damit ist die Moglichkeit gegeben, Pqytide imd anaioge Moiekule zu generieren, die 
spezifisch die Interaktionen von p-Catenin mit APC, 3-Catenin mit Conductin oder 
rsktt^m mit E-Cadheiin hemmen. Diese Molddile eignen sich ebenso zur Generienmg 
Vjsaer Phannaka. Dazu warden potmdelie Kandidaten fur eine cancerostatisciie 
Wiiksamkeit mit p-Catenin und z. B. LEF*1 unter Bedingmigen in Kontakt gebracfat (z.B. 

EUSA), bei denen diese Proteine eine BinAmg dngehen. Es wild dam 
gemessen, in weldiem Mafie diese Bindung dmch die zuges^zte Substanz gehemmt wild. 

Die Wnt-Signaltransdukdon und ibre Kanoponenten spiden ebenfalls eine RoUe bei der 
Entwi(±lung und Eibattung von QewdMa and Qrganen, z.B. von bestimmten Regionen des 
Gehirns, der Extremitaten, der Niere sowie der HauL Die gewebsspezifische Ausschatamg 
des p-Catrain-Gens in der Maus zeigt, daft p-Catenin fur die Entwicklung der Haut und 
insbesondeie der Haare wan Bedqitung ist. Dadurch erstreckt sicb die ^findung aucb auf 
Vcrfahren der Fordenmg der Haut* und Haarentwickiung duich erhShte Expression von 3- 
Catenin (oder von stabilerem P-Catrain ). Das kann man beiq>ieisweise durch Inhibition 
der Interakdon mit APC oder Conductin eneichen. 

So komm erfindungsgemaB spezifische Inbibitoren der P-Catenin /APC- oder der P- 
rafpmin /Conducdn-Interakdon genutzt wmlen, um in Zeilen und Gew^jen erliofate p- 
ratMifi- KCTizenfra**™™ zu eiTeicfaen. Ebenso fi^rdert Conducdn, das ein anaioges Protein 
zu Axin ist, den Abbau von p-Catemn. Inhibitoren der p-Catenin/APC-und p- 
Catenin/Conductin-Interakdon kann eingesetzt woden, um in Organentwicklungsvorgange 
einzugreifen. Z.B. kdnnte so die Haarentwicklmis beim Menschen Idml geffirdert werden. 

Im Einzelnen wurden folgende Untersuchungen duichg^uhrt. 

1 . Charaktensierung des tninimaiffn Bindungsdomane von LEF/TCF fur p-Catenin: 

Zur Identiiizienmg der minimalen Bindungsdomane wurde das 'Hefe-2*Hybrid-System' 
eingesetzt (Abb.l). Die minimaie Bindungsdomane konnte auf die N-terminaien 
Aminosauren 11-27 von LEF-1 begrenzt werden, welches den Aminosauren 7-29 in TCF-4 
entsprictat (Abb.2). Die Interakdon von N-tmninalen LEF-1 Fragmenten mit P-Catenin 
wuide anliand der Akdvienmg eines iacZ-Reponergens besdmmt (s. Ausfufanmgsbeispiel). 



BERICHTIGTES BLATT (R£G£L 91) 
ISA/EP 



wo 99/42481 PCT/DE99/00554 

6 

Im ELISA mit synth^ischen Pepdden wurde gezeigt, daB ensprechende Pqydde (11-34, 14- 
27) die p-Cateiiiii/I^F-l-Koiiipiexbildimg spezifisch inhibiereo. Analogs gilt fur die 
TCF4 Peptide 7-29 und 10-23 bezugiich der p-Cateiiiii/TCF-4-Koiiiplexbildimg (Abb.2). 

Die fur die Inhibition essentieUen AminosSuten warden durch Synthese nnitanter Peptide 
identiflziert (Abb.2). Fur die Funiotion d^ Peptide ist eine symmetrische Anardnung von 
sauren Aminosauren (Asparaginsaure und Glutaminsaure) im Abstand von 5 Aminosauien 
flankiert durch hydrophobe Aminosauren (Leucin, Isoleucin) und eine basische Aminosaure 
(Lys) wesentiidi. Der Austausch von Phenylalanin oder Lysin durdi Alanin hebt die 
Inhibition durch das Peptid ebenMls auf • Die Bedoitung der saurra und aromatischen 
Aminosaurereste worde im Kontext des gesamten LEF-1 Moieknls durch einen Kem- 
Tratijcinfa^mstest (Abb.4) von eodogenem P-Catenin und durch emea 
Tiansaktivieningstest in SSugerzeUen bestStigt. 

2) Charakterisienn^ der Intendctionsdomane von P-Catenin fur LEF-1, APC, Condnctin 
und E-Cadherin. 

Die Annadillo-Regian von p-Catenin wurde vcm Huber et al. 1997 kristallisiert und durch 
Rdntgen-Kristall-Stnikturanaiyse charakterisiert.. Eine basische Grube konnCe identifiziert 
werden, die fUr die Interaktion mit den sauren Aminosauren von LEF-1 (siehe oben) 
verantwortlich sein kdnnte. £s warden deshalb basische (Lys, Arg, His) sowie einige 
aromatische (Trp) Aminosauren in den ArmadiUo-Wiedo'holungseinhdten 3-9 von 3- 
Catmin mutieit (Abb.S). Es wurde darauf geachtet, dafi vor allem £reie Aminosaurereste 
der Helices 3, die die Basis der Grube bilden, sowie einige Aminosaurereste des eioen 
Randes (Helix 1) mutiert warden. Die mutanten P-Catenine wurden darauf getestet, ob sie 
nocli mit den Interaktionqiaiineni LEF/TCF, APC, Conductin und E-Cadherin intBragieren 
(Tab.2). Durch dieses Ver&hren kcmnten kritische Aminosaurereste von p-Catenin 
idratifizleit werden, die fur speadfische Intccaktionen von Bedaitnng sind (Abb.S und 6). 
Es ist dadurch geiungoi, spezifische Regions von P-Catnin fBr die dnr e lnen 
Interaktionqiartner zu identifizieren (Abb.6). Diese Regionen sind fur die Identifizienmg 
von Molekulen wichtig, welche spezifisch die Interaktion von p-Catenin fur LEF-1, APC, 
Conductin oder E-cadhecin beeinflussen. 

Der Befimd, dafi die Bindungsdomanen von P-Catenin mit LEF-I/TCF, APC, Conductin 
und E-Cadherin paitiell iiberlappen, ist essentiell fur die Selektion neuer Thenq^eutika. Die 
Seiektion wird z.B. folgendermafien durchgefuhrt: Es werden Substanzbibliotheken darauf 
getestet, ob sie spezifisch die Interaktion von p-Catenin mit LEF-l/TCF, von P-Catenin 
mit APC (20 Oder IS Aminosiure-Repeats), von P-Catenin mit Conductin oder von P- 



BERICHTIGTES BLATT (KEGEL 91) 
ISA / EP 



wo 99/4248 1 PCT/DE99/00554 

7 

Catenin mil E-Cadherin beeinflussen. Im weiteren werden PepddQ Oder ahnliche 
Oberfllidieiistnikturai der AnnadiUo-Region 3-8 von p-Catmin generiect, die dutch 
Mutatum von p-Catemn idemifiziert wuxden, iind diese werden ansdilieBend auf ifaie 
Wirkung auf die Bindiing der verschiedenen Interakdonspartner getestet 

Die Interakdon mit LEF-l/TCF-4 ist ookogener Natur, d.h. foiidert potentiell die 
Krebsentstehung, die Interakdonen mit APC, Conductin and E-Cadherin sind potentiell 
and-onkogoi, d.h. sie inhibieren die Kiebsentstehung. Jede neue Substanz, die in den Wnt- 
Signaiweg eingreift, mufi deshalb sorgfaltig auf ifare spezifische Wiiknng getestet werden. 
Die hier vorgestellte ChaiaktBcisienmg der Bindungsdomane von p-Catenin stellt dafur die 
Gxundlage dar. Substanzen, die spezifisch die fi-CateninA .KF-l/TCF-4-Interaktim 
vermindein, sind deshalb potentielle Antt-Krebs-Thecapeutika. Substanzen, die die 
Interaktion zu APC, Conductin oder E-Cadherin hemmen, foidem potentiell den Wnt- 
Signaiweg und kBnnen zur vetstaikten Gewebeentwicklui^, z.B. zur Fdidenmg des 
Haaiwuchses eingesetzt wenlen. 

Die Erfindung soil nacfafolgoid durch AusfQhnmgsbeispiele nalier erlintert werden. 

1 . Identifiziening der mimmaien Bindungsdomane 
von LEF-1 fur p-Catenin: 

Die Interaktion von T^ldomanen von LEF-1 mit p-Catenin wurde im Hefe-2-Hybrid 
System durch Bestimmung der P-Galaktosidase-Aktivitat nach Angaben des Herstellers 
(ClontBch) anaiysiert (Abb.l). Fur diesen Zweck wurde die fur die N-terminalen 
Teildomanen von LEF-1 kodieraide DNA in die Klonierungsstdle des Lex-A DNA- 
Bindnng;5doniane **«*i«aHgnriffn Vektors BTM116 inseiiert und durch Sequenzierung 
ubeipruft Die DNA-Fragmeote von LEF-1 wuiden durch Poiymerase-Kettenreaktion 
(PGR) und Inkubation mit Restrittiansenricimikleasen hergestellL Die p-Catenin kodieraide 
DNA wurde in den Vektmr pGAD424 (Clontech) far die Aktivierungsdomane von GAL-4 
kloniert (Befarens et al. 1996). Fur den Vergleich der Interaktion der Hybride wurden die 
P-CSalaktosidase-Aktivitaten unabhangiger Experimente gemittelL 

Die SpezifitSt der Interaktion der LEF-l-Hybride mit P-Catenin wurde anhand der P- 
Galaktosidase-Aktivitat vchi Hefen, die die LEF-Hybride und die GAL-4 
Aktivierungsdomane ohne P-Catenin herstellten, kontroUim (Abb.l). Die Expression der 
LEF-1 Hybride wurde im Immunoblot mit Hefezell-Lysaten durch Antikdrper (Clontech) 
gegen die Lex-A-Domane der Hybride kontrolliert. Fur die Herstellung der Lysate wurdm 
gleiche Hefemengen nach Bestimmung der optisdien Dichte der Kulturen emgesetzt. 
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2. Cbaxaktedsienuig der P-Catenin Bindungsdoniaiie von LEF-1 im Test auf dea 
Kantranspcnt. 

DiiTch in vitro Mutagenese der cDNA von LEF*1 wurden Punktmutationen in der 
Bindungsdomane von LEF-1 fur p-Cati»iin eingefuhrt Die Mutagenese erfolgte mit dem 
"Transformer Site^Directed Mutagenesis Kit" der Firma Clontech nach Angaben des 
Hearstello^. Folgende Aminosauren wurden durch Aianin substituiert: Glu 14, Asp 19, Glu 
20, Phe 24, Lys 2S, Asp 26 und Glu 27. Die Mutatanten wurden durch Sequenzienmg 
ilbapraft und in den Vdctor pCG-LEF-1 (Behrcns et al. 1996) kloniert. Nach Transfekdon 
von MDCX-Zellen mit LEF-1 oder seinen Mulanten, wurde die Translokadon von 
endogenem P-Catenin in den Zellkem mit inmnmcytologiscben M^oden analysierL 
Hierfur warden je 2.5 x 10^ MDCK-Zellen mit pC&LEF-l translBzieiL Die 
Immunoctetektion von LEF-1 erfolgte mit Ami LEF-1 Senun aus Kaninchen und Cyl- 
lamjugie:rten Anti-Kanincben Antik6rpem» die Detektion von P-Catenin erfolgte mit 
monoldonaien Andk&pem und Cy3-konjugierten And-Maus Andk o rp em (Abb.4A). 

3. Charakterisierung und Quantifizierung inhibitorischer Peptide im ELJSA: 

Fiir die Quantifizierung der Inhibition der LEF-l/p*Catenin Interakticm durch synth^che 
Pq)tide wurden beide Proteine in Bakterien rekombinant mit N-terminaien Kistidin- 
Sequenzen hergestellt und durch Nickd-Chromatogr^hie geidnigt (Behrens et al. 1996). 
Die Pqrtide wurden von der Firma Biosyntan mit dem PSSM-8 Automaten (Sfatmadzu, 
Japan) unter Vowendung der Fmoc/But-Stiat^e hergestelb (E. Atherton und ILC. 
Sli^pard. 1989 IRL Press, Oxford: "Solid phase peptide synthesis - a practical approadi"). 
Ca. 50 ng LEF-1 wurde an den Ni^ea von ELISA-Platten fBi 90 Minuten ba 
R amiitemp eratur adsorbiert. AnschiieBend wurden die Nlq»fe mit 5% Magormilch-Pulva' in 
PBS fur 16 Stunden bei 4* C abgedeckt Alle weiteren Scfaritte erfolglen bd 
Raumiemperatur in PBS mit SO mM Tris HCl (pH 7.5). Nach dem Wasdien der N^fe mit 
PBS wurden die PeptidverdQnmmgen zugegd)en. Die Inknbadon mit 50-100 ng p-Cateain 
warden fur 10 Minuten in Gegenwart von 200 mg/ml BSA durchgefuhrt. Die 
Komplexbildung von LEF-1 imd P-Catenin wurde durch den Antikorper PA2 gegen den 
Carboxy-Terminus von P-Catenin nachgewiesen (HOlsken et al. 1994). PA2 wurde flir 10 
Minuten in einer Titerverdiinnung von 1:5000 in 3% Magennilctqmlver in PBS zugegd)en. 
Nach dem Waschen der Napfe mit PBS ^oigte die Quantifizierung durch Pooxidase 
konjugierte Nachweisantikdrper (1:2500 in 3% Magermiichputver in PBS, Dianova) und 
dsa Umsatz vcm o-Phenyiendiamin durch photometrisclie Messui^ bei 405 nm bestimmL 
Die Pqitide wurden in Konzentradonen von 100 uM bis 0.3 uM einges^zL Zur Kontralle 
der Spezifitat der InhibiticMi der Inteiaktion von LEF-l/p-Catenin wurde P-Catenin in den 
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Nq>fim adsocbiert und mit den gleichen AntikOrpem in Gegenwart uad Abwesenheit der 
Peptide nachgewiesen (Abb.2 und 3). 

Fur die Mutationsaoalyse der Pq>tide wurden bei der Synthese die angegebenea 
Aminosauren durch Alanin ersetzL Die Qnantifizierung der Inhibition der Konqiiexbildm^ 
von b-Catenin und LEF-1 erfolgte wie bereits bescfarid>en (Abb.2). 

4) Hersteiiung und Testen von Mutanten von p-Catenin, die die Intmktion zu LEF-1, 
APC, Conductin oder E^Iadherin moduiiCTen. 

Die Mutagenese von P-Catenin in den AnnadiUo-Repeats 3-8 wurde mit dem *Mutagenese 
Kit" der Firma Clontech nach dem Protokoll des HefsteUers durdigefulirt und die 
Mutanten durdi Sequeoziening ubeqinlft (Abb.S). In alien Mutanten wuide die 
ursprunglidie Amixiosaure durch Alanin substituiert. Fur die Analyse der Intcraktionen 
wurde die fur die Anunosamen Leu21S-Leu781 kodierende cDNA vcm hnmanen P-Cateoin 
( Annadillo-Repeat 3 bis zum C-terminalen Ende des Proteins) oder seinen Mutanten in dm 
Fusionsvektor fur die Aktivierungsdomlne von Gal-4 (pGAD424^ Clontech) kioniert. Die 
cDNA fur die B^nrivng5^d^r"»"<^ der Interaktionspartner wuide in den LexA-Fusionsvektor 
BTM116 kioniert. Hierfur wurde die cDNA von LEF-1 fur die Aminosauien 1-99, von 
Conductin fiir die Aminosauren Ala342-Arg46S, von faumanen APC fur die Aminosauren 
Hisl012-Glul21S (APC IS Aminosaure-Repeats) und fur die Aminosauren Serl259> 
Aspl400 (APC 20 Aminosaure-Repeats) und von E-Cadherin fur die Aminosauren Gln773- 
Asp884 (cytoplasmatische Domane) mit entq[irechenden Primem PCR amplifiziert. Die 
Interaktion der Lex-A-Hybride mit P-Catenin und semen Mutanten wurde anhand der p- 
Galaktosidase- Rqxirteraktivitat im Hefe 2-Hybrid System (Protokoll: ''Matchmaker", 
Qontech) quantifiziert (Tab.2 und Abb.6). 
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Legenden zo den Abbildnngen und Tabellen: 

Abb.l: 

Identifizienuig der minimalen Bindungsdomane von LEF-1 fur p-Catenin. 

Die Inteiaktion von Teilen der Bindungsdomane von LEF-1 mit p-Catoiin wurde anhand 
der p-Galaktosidase-Rqporteraklivitat im Hefe-2-Hybrid System analysiert. Deletion C- 
terminaler Aminosauren von LEF-1 bis zum Glu27 und N-terminaler Aminosauren bis zum 
GlylO fBhrt zu keinem V«lust der Bindung (11-27), wahrend wcilerc Deletionen die 
Infecraktion verhindeni (11*23, 17-34). Die minimale Bin d ungsdomane von LEF-I fur P- 
r ^AHin besteht iV^wmarA aus 17 Annnosiuren (11-27) und weist einen sauren Charakter 
auf. Die Teiklomane von LEF-1 aus Met 21 his Val 56 zeigt keine Bindungsaktivitait zu p- 
Catenin. 

Abb. 2: 

Cbarakterisierung dsr minimalen Bindungsdomane von TCF-4 duich Inhibition der 
Bindung von p-Catenin an LEF-1 im ELISA. 

Syntii^ische Peptide aus dem N-Traninus von hTCF-4 mit Substimtionra fur die 
angegdmien Aminosaurereste wurden auf ihre Fahigkeit getestet, die Interaktion von LEF- 
1 mit p-Catenin zu inhibierCT. Substitution der sauren Aminosaurereste von Asp 10, A^IS 
und Asp22 von TCF-4 dutch Alanin fufart zur Aufhd^ung der Inhibition durch die 
entsprecfaen Peptide. Substitution von Ph^ und Lys21 hat die gleiche Wirkung. I>urch 
Deletion wuide eine sauie, minimale Bindungsdomane von TCF-4 fiir p-Catenin von 14 
Aminosauren Lange (Aq>10 bis Glu23) identifiziert . 

Abb. 3: 

Inhibition der Intoaktion von LEF-1 und P-Catmin durch synthetisdie Peptide aus der 
minimalen Bindungsdomane von LEF-1 im EUSA 

Das synthetische Peptid aus der minimalen Bindungsdomane von LEF-1 (10-34) hemmt 
die Intoaktion von LEF-1 und p-Catenin im EUSA. Eine Reduktion der KomplexbUdung 
auf 50% wird bei einer Pcptid-Konzentralion von 4 fiM gemessen,. wahrend eia Peptid 
von LEF-1 mit den Aminosaurrai ne3S-ValS6 die Kompiexbildung nicht henunt. 

Abb. 4: 

Substitution samer Aminosaure-Reste und von Phenylalanin in der minimale n 
Bindungsdomane von LEF-1 blockiert die Translokation von p-Catenin in den Zellkem. 
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A. MDCK-Zellen wurden mit Wildtyp- und Mutanten von LEF-1 tnmsfiziert und die 
Transiokatioii von endogenem P-Catenin in den Zellkmi durch Inununfiuoieszensnachweis 
uberpiiift. Substitution der sauren Aminosaure-Reste von Aspl9, Glu20, Asp26 und Glu27 
duich Alanin bloddert die Translokation von p-Catenin in den Zellkem; die Substitution 
der aromatischen Aminosaure Phe24 hat den gieichm Effekt. Die Substitution von Glul4 
und Lys2S vertundett die Translokation nicfat. Pfeile maitdeien die LEF-1 transfizierten 
Zellen in der hnmunodetektion fur endogenes p-Catenin. 

B. Vergleich der minimaien Bindungs-Domanen von UEF-1 und TCF-4 mit den 
entsprechenden Positionen der Aminosauren. 

Abb. S: 

Mutationen zn Alanin in der Annadillo-Domane von P-Cat^^ die zu einer Reduktion von 
mehr als 70%- der Int^aktion mit LEF-1, APC, Conductin und E-Cadherin fiihien. 

Die LokaUsation der Mutationen in Bezug zum struktuiellen Kontext (Helix 1-3, in 
Rahmen) ist dargestellt. Die Zahlen vber den Aminosaure in der Sequraz kennzeichnen 
die anaiysierten Mutanten. Faiblich maridert sind die Mutanten mit meisr als 70%- 
Reduktion in d» Interaktion fur LEF-1 (rot), APC (blan), Conductin (grfln) und E- 
Cadherin (gelb). Grau unteri^t^ AminosSuren stelien in alien Repeats konserviede 
identische und chemisch ahnlicbe Aminosauren dar. 

Abb.6: 

Mutatkmen in der Arxnadillo-Domane von P-Catenin, die spezifisch nur die Bindung von 
LEF-1, APC, Condncdn oder E-Cadherin voiiindem. 

Darstellung der Armadillo-Domane VbepeaHs 3-8 mit Mutational, die due Reduktion der 
jeweiligen Intnaktion auf weniger als 30% (rot) oder anf 30-60% (gelb) aufweisen. Mit 
Pfeilen gekennzeichnet sind die Mutanten, die fur die jeweilige Interaktion spezifisch sind: 
Arg469 und His470 fiir die Bindung von LEF-1, Trp383 fOr APC (20 Aminosaure- 
Repeats), Arg386 fur APC (15 Aminosaure-Repeats), Phe253,Arg274 und Tip338 fur 
Conductin. Die Interaktionen wurden im Hefe 2-Hybrid System anband der p- 
Galaktosidase-Reporteraktivitat bestimmt. 
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Tab.l: 

Aminosauresequraz der Armadillo-Repeats 3-8 von huxnanen p-Catenin 
Tab.2: 

Zusammensteilimg aller p-Catenin-Mutanten mit weniger als 60% Bindungsakdvitat zu den 
angpgebeoea Bindungsdomanen von LEF-1 , APC, C^onductin und E-Cadlienn. 
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Tab.2 

Interaktion von p-Catenin-Mutanten mit 
LEF-1, APC (20 und 15 Aminosaure -Repeats), 
Conductin und E-Cadherin 



^Catenin 
Mutanten 


aim. 
Einh. 


Lhr-1 


interalction mit 
APC-20 APC-15 Conductin 


c-oaun6nr 


Phe 253 


3 




40 


17 


- 


His 260 


3 


53 


37 


1 


- 


Arg 274 


4 




40 


29 


50 


Lys 292 


4 




28 


5 


- 


Trp 338 


5 




55 


20 




Arg 342 


5 




29 


20 


41 


Lys 345 


5 


38 


0 


22 


27 


Lys 354 


6 


38 


54 


43 


40 


Trp 383 


6 




0 59 






Arg 386 


6 


35 


12 


45 




Lys 394 


7 






42 




Lys 435 


8 




30 


42 




Arg 457 


8 






36 




Arg 469 


8 


17 






50 


His 470 


8 


2 


47 60 







Die Werte geben den prozentualen Anteil der jeweiligen Interaktion 
mit Wildtyp-p-Catenin an. Durch - gekennzeichnete Interaktionen 
entsprechen 60 -100 % der Wildtyp-lnteraktion. Die Werte wurden 
in Hefe 2-Hybrid-Assays ermitteit. 
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Patentansproche 

1. Mittel zur Thenipie von menschlichen Eriorankimgeii auf der Basis von Substanzen, die 
die Interaktion von p-Catenin mit Transkr^tionsfalctorcn imd Tumorsuppressor- 
Geiqmxfaikien beeinflussen. 

2. Mittel zur Tliecapie von menschliclien £rkranicungen auf der Basis von Substanzen, die 
die Tfrti ^irttmi von P-Catenin mit TiaDsia:q)tions£aktoren und Tumorsiippressor- 
Genpiodukten benunen. 

3. Mittel zor Thenipie von menschlichen Erkrankongen auf der Basis von Substanzm, die 
die Inteiaktion von p-Catenin mit Transloiptionsfaktoren und Tvaamsappassm* 
Genpiodukten ffiideni. 

4. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS es die Interaktion von p-Cateatn 
nut LEF-1 bednfluftL 

5. Mittel nadi Anspnich 1, daduich gekennzeichnet, daB es die Interaktion von p-Catenin 
mit TCF-4 beeinfhifit. 

6. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekoinzeichnet, dafi es die Interaktion von p-Catenin 
mit APC 15 bzw. AP 20 Aminosaure-Rqieats beeinfhiBt. 

7. Mittel nach Anspnich 1, dadurch gekennzeicfanet, daB es die Interaktion von P-Catenin 
mit Conductin beeinfluBt. 

8. Mittel nach Anspnich 1, daduich gekennzeichnet, daB es die Interaktion von p-Catenin 
mit E-Cadherin beeinfluBt. 

9. Pqrtide, die Telle der IJEF-l-/TCF-4-Transkriptionsfetooren umfassen, und ihre 
Varianten und Mutanten. 

10. Fepdd nach Anspruch 9, bestehend aus 10-40 Aminosauren langen Sequenzen aus dem 
K-tenninalen Bereich von LEF-1 bzw. TCF-4. 

11. Peptid nach Anspruch 9-10, bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 11-34 von 
LEF-1 folgender Sequenz 

GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEK 
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12. Pqydd nach Anspruch 9-10, bestehend aus den N-temunalea Ammosaiireo 14-27 von 
LEF-1 fol^nder Seqiieoz 

ELCATDmiFFKDE 

13. Peptid nach Anspruch 9-10, bestehend aus den N-tominalen Aminosauren 7-29 von 
TCF-4 folgender Sequenz 

GGDDLOANDEUSFKDEGEQEEK 

14. Peptid nach Anspruch 9-10, bestdiend aus den N-tenninalen Anunosauren 10-23 von 
TCF-4 folgender Sequenz DLGANDEUSFKDE 

15. Pepdd nach Anspruch 9-14, dadurch gdoomzeichn^ daB sie same Aminosauren im 
Abstand von 5 Aminosauren, die durch hydrophobe Aminosauren flankiert sind, und eine 
basische Aminosaure enthaiten. 

16. Verwendung do: Peptide gemaB Anspruch 9-15 zur Tumortherapie, 

dadurch getennzeichn^ daB die Pqitide mit einem zweiten Peptid g^oppelt und danach 
in geeigneter F<vm appliziert werden. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dafi als zweites Fepdd das 
Antennapediapqytid RQIEIWFQNRRMEWEE eingesetzl wird. 

18. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dafi die Peptide und 
Bindungsregionen zur Eriidfaung der StabiliCat modifizieEt werden (Peptidomimetics) 

19. Verwoidung der Peptide und Bindnngsr^onm gemaB Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB ihr Kotalenstof^enist geg» Kohlrastoffgeruste mit giddier 
Anordnung von funktioneUen Gruppen ausgetauscht wird (Non Pepddomim^cs). 

20. Peptide und SImliche Moleioule aus der Annadi]lo-£>oniane (arm-Einheitoi 3-8) von fi- 
Catenin (Sequenz gemaB Anl^e: Tabeiie 1) und die Mutanten im Kontext des gesanunten 
P-Catenin-Molekuls , die mindestens eine der spezifisclien Interalcdonsdomanen zu LEF-1, 
TCF-4, APC, Conductin oder E-Cadherin umfassen. 

21. Pq>tide und Bindungsregionen von p-Catenin nach Anspruch 20, die den Bereich von 
His 470 und/oder Arg 469 sowie Fragmente davon um&ssen (LEF-l/TCF-Bindungsstelie). 
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22. P-Catenin Mutanlea nach Anspnich 20 nut der Mutation His 470 und/oder Aig 469. 

23. Peptide und Bindungsregionen von p-Catemn, die den Beieich von Tip 383 sowie 
Fragmente davon umftssea (APC-Bindungsstelle, 20 Aminosiure-Repeat). 

24. p-Catenin Mutanten nach Anspnich 20 mit der Mutation Trp 383. 

25. Peptide und Bindungsregionen von P-Cat»un nach Anspnich 20, die den Bereich von 
Arg 386 sowie Fragmente davon uni£assen (APC-Bindungssteile, 15 Aminosaure^Repeat). 

26. P-Catenin Mutamm nach Anspnich 20 mit der Mutation Aig 386. 

27. Peptide imd Bindungstegionen von P-Catenin nach Anspnidi 20, die dm Bereich von 
Arg 386, Phe 233, Aig 274, Tip 338 sowie Fragmmte davon umfassen (Conductm* 
Bindungsstelle) 

28. p-Catenin Mutanten nach Anspruch 20 mit einer Oder Kondrinationen von folgenden 
Mutationen: Arg 386, Phe 253, Arg 274, Tip 338 

29. Verwendung von Substanzea, die durch Pqrtidomimetics oder Non-Peptidoniunetics 
aus den Anspiuchen 20-28 gewonnen werden. 

30. Verwendung der Peptide und ahnlicher Moiddile nach Anqmich 20-28 zum Aufbau 
von Mittehi znr Bebandlung von Tumoren, Gewebe und Qrganschiden, z.B. von 
Haarausfall. 

31. Verwendung der Peptide und ahnttcher Moldoule nach Anspruch 20-28 zum Screwing 
von Substanzen, die hodispezifisch eine der Interakdonen von p-Catenin mit LBF/TCF, 
APC, Conductin oder E-Cadherin hemmen oder verstaiken. 

32. Verwendung der Pqytide und ahnlicher Moiekule nach Anspruch 20-28, die die 
Interaktion von p-Catenin mit LEF/TCF, APC, Omductin oder E-Cadherin hemmen, zur 
Tumortherapie. 

33. Verwendung der Peptide und ahnlicher Moiekule nach Anspnich 20*28, die die 
Interaktion von p-Catenin mit LEF/TCF, APC, Conductin oder E-Cadherin fordem, zur 
Gewebe- und Organ-Regeneiation (z.B. Haarwuchsfordenmg). 
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34. EUSA zur Durchmustenmg von Substanzbibliotheken, auf Konqxjiieaaten hxn, die die 
Intetakdon voa p-Catenin mit LEF-l/TCF, APC, Conducdn und E-Cadberin bednflussen. 

35. EUSA nach Anspnich 35, enbaltend P^de imd Mutantm sowie ahnliche MolddUe 
nach den Anspriichen 9-15, 20-28 zur Idendfizierung von Suhstanzen zur Tununtherapie, 
Gewebe- und Organregeneration. 
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Inhibition der LEF-1/p-catenin Interdiction 
durch synthetischie Peptide aus der 
IVIinimaien Bindungs-Domane 
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According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 
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Minimum documentation searched (classltlcatton system followed by classification symbols) 
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1. I VI Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority^ namely: 

Observation: Although Claims 16-19 and 30-33 relate to a method for treatment of the 
human/animal body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
compound/composition. 

OannsHosj 29 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to sudi 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet Additional Matter PCT/ISA/210 

3. rn aaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Obserratkms where unity of Invention Is lacking (Continuation of Item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventioiu in this international application, as follows: 



1. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. As all searchable claims couldbe searched without efiTort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

^' I I ^ some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
"""^ ooveis only those claims for ^ich fees were paid, specifically claims Nos.: 



^* rn No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report Is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest 



The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Claim No. 29 

The relevant Patent Claim No. 29 relates to an excessively large number of possible 
compounds/products. In fact, they include so many options and variable possible permutations 
and/or limitations that they appear unclear and/or too lengthy under the terms of PCX Article 6 
as if they facilitated a meeiningful search. For this reason, the search was directed at the 
sections of the Patent Claims which can be regarded as clear and/or understood as being 
concise, namely: 1-28 and 30-35. 



The applicant is therefore advised that patent claims or sections of patent claims laid to 
inventions for which no international search report was drafted cannot normally be the subject 
of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). Similar to the authority 
entrusted with the task of carrying out the international preliminary examination, the EPO also 
does not generally carry out a preliminary examination of subject matter for which no search 
has been conducted. This is also valid in the case when the patent claims have been amended 
after receipt of the international search report (PCT Article 19), or in the case when the 
applicant submits new patent claims pursuant to the procedure in accordance with PCT 
Chapter II. 
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A. KLASSIFiZIERUNGOES ANMELOUNGSGEGENSTANDES ^ 

IPK 6 C07K14/47 C07K19/00 A61K38/17 G01N33/00 



Nach dor Intemationalen Patentklassiflkatlon (IPK) oder nach der natlonalen Klaasifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE QEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Ktassiflkationseymbole ) 

IPK 6 C07K A61K GOIN 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Verdffentllchungen. sowalt diese unter die recherchierten Geblete fallen 



W&hrend der Internationalen Recherche konsultterte elektronlsche Datenbank (Name der Oatenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 


Bezelchnung der Ver6ffentllchung. aowelt erfordertich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspnjch Nr. 


A 


EP 0 757 994 A (SNOW BRAND MILK PROD CO 
LTD) 12. Februar 1997 (1997-02-12) 
Selte 2, Zelle 8 - Zeile 9; Anspruche; 
Belsplele 


1 


X 


WO 96 16170 A (EISAI CO LTD ;STADDON JAMES 
MICHAEL (GB)) 30. Ma1 1996 (1996-05-30) 
Anspruche; Belsplele 


1.2 


P.A 


WO 98 45319 A (UNIV MCGILL ;GOUR BARBARA J 

(CA); BLASCHUK OREST W (CA)) 

15. Oktober 1998 (1998-10-15) 

Selte 39, Zeile 28 -Selte 40, Zelle 4; 

Anspruche; Beispiele 

-/-- 


1 



m 



Weltere VerOffentlichungen sfnd der Fortsetzung von FeM C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe An hang Patentfamlllo 



• Besondera Kategorlen von angagebenen Veratfentllchungen 'T' 

"A" Verdffentllchung, die den ailgemeinen Stand dar TechnIK deflnlert, 
aber ntcht als besondere bedeutsam anzuaehen 1st 

"E" dlteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 

Anmeldedatum verSffentllcht worden 1st »^ 

"L" Ver&ffentlichung, die geeignat ist. elnen Prioritdtsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu laasen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenberlcht genannten Verdffentlichung belegt warden ^< 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegelsen ist (wie 
ausgefuhrt) 

VerOffentiichung. die sich auf eine mttndliche Offenbarung. 
eine Benutzung, eine Aussteilung odar andare MaOn^men bezieht 
Verdffentilchung, die vor dam Intematlonalen Anmeldedatum, aber nach 



"P 



Spatere VerdftantJichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dam Prioritatsdatum veroffentiicht worden ist und mit der 
Anmetdung nlcht koilidiert, sondern nur zum Verstdndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prfnzips Oder der Ihr zugmndeliegenden 
Theorle angegeben tst 

' VerOffentilchung von besonderer Bedeutung: die bean^ruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentilchung nicht als neu odor auf 
erf Inderischer Tatlgkeit beruhend betrachtet warden 

' Verdffentilchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer T&tlgkeit beruhand betrachtet 
worden, warm die Verdrfentiichung mil einer odar mehreren anderen 
VerOffentlichungen dieser Kategoria In Vetbindung gebracht wird und 
diese Vert>indung fOr einen Facnmann naheiiegend ist 

' VerOffentlichung. die Mitglied derselben PatenttamHie (st 



Datum des Abschtuaaee der intematlonalen Recheiche 

19. November 1999 


Absendedatum des internationalen Rechercfwnberichts 

14/12/1999 


Name und Postanschrlft der Internationalen Recherchenbehdrde 

EuropAisches Patentamt, P.B. 5618 Patentlaan2 

NL'2280HV Rijswiik 

Tel. (*3 1-70) 340-2040. Tx. 31 851 epo nl, 

Fax: (+31-70) 340-3016 
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Kalegorie" Bezeichnung der VeroHentlichung, soweit ertordorllch unter Angaba der in Belracht kommondon Teila 



Betr. Anspruch Nr. 



P.X 



P.X 



wo 98 42296 A (ONYX PHARMA INC) 
1. Oktober 1998 (1998-10-01) 
In der Anmeldung erwahnt 
Anspriiche; Beisplele 

WO 98 41631 A (UTRECHT UNIVERSITY ;UNIV 
JOHNS HOPKINS (US)) 
24. September 1998 (1998-09-24) 
1n der Anmeldung erwahnt 
Anspruche; Beispiele 

0. TETSU AND F MCCORMICK: "beta-CatenIn 
regulates expression of cyclln 01 In colon 
carcinoma cells" 
NATURE, 

Bd. 398, 1. April 1999 (1999-04-01), 
Selten 422-426, XP002123343 
LONDON GB 

Selte 426, llnke Spalte, Absatz 3 
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Feld I Bemerkungen zu den AnsprQchen, die sich als nicht recherchlerbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



GemflB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fvir bestlmmte Anspruche kein Recherchenbericht ersiellt: 

1 . I X I Anspruche Nr. 

weil sie steh auf Gegenstande bezlehen. zu deren Recherche die BehOrde nIcht verpflichtet Ist. nSmlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 16-19 und 30-33 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschl ichen/tieri schen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich die angefuhrten Wirkungen 
der Verblndung/Zusammensetzung. 

2. LXj Anspriiche Nr. 29 

— weil sie sich auf Teile der Internationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daf) eine sinnvolie lnternatk>nale Recherche nicht durchgefuhrt warden kann. ndmlich 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/21G 

3. I I Anspruche Nr. 

— weit es sich dabei urn abhSngige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitllchkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale RecherchenbehOrde hat festgestellt. da3 cfiese Internationale Anmeldung mehrere Ertindungen enthait: 



1 . 1 I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzllchen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
^- I 1 zusdtzfiche RecherchengebQhr gerechtfertigt hStte. hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

' > internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche. filr die Gebuhren entrichtet worden sind, n£imlich auf die 

AnsprQche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die ertorderlichen zusatzllchen Recherchengebuhren nir.-ht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst efAf.innte Erfindung: diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faf3t: 



Bemerkungen hlnslchtllch elnes Wfderspruche | | Die zusdtziichen Get>uhren wurden vom Anmelder unter Wtderspruch gezahlt. 

I I Die Zahlung zus^tzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Fortsetzung von Feld 1.2 
AnsprUche Nr. : 29 



Der geltende Patentanspruch 29 bezieht sich auf eine unverhaltnlsmaBIg 
groBe Zahl mogllcher Verbindungen/Produkte. In der Tat umfassen s1e so 
viele Wahlmogl ichkeiten, Veranderl Iche, mogliche Permutationen und/oder 
Einschrankungen, daS sle 1m Sinne von Art. 6 PCT in elnem solchen MaBe 
unklar (und/oder zu weltlaufig gefasst) erschelnen, als daB sie etne 
slnnvolle Recherche ermogl ichten. Daher wurde die Recherche auf die Teile 
der Patentanspruche gerlchtet, die als klar (und/oder knapp gefaBt) 
gel ten konnen, namllch 1-28 und 30-35. 

Der Anmelder wird darauf hingewlesen, daB Patentanspruche, Oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungcn, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66, 1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also In der Regel kelne vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen kelne Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daS d1e Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
far den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemSB Kapltel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt.' 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verdffantllct.^igen. die zur selben PatentfamUie getidren 



Jn' 



tionales Aktenzelchdn 



PCT/DE 99/00554 



Im Recherchenberlcht 


Datum der 


Mitg[ied(er) der 


Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


Verdffentlichung 


Patentfamilie 


Verdffentlichung 



EP 0757994 



12-02-1997 



AU 


698221 


B 


29-10-1998 


AU 


4355196 A 


19-07-1996 


FX 


963313 


A 


26-08-1996 


NO 


963552 


A 


28-10-1996 


CA 


2183856 


A 


28-06-1996 


HU 


75236 


A 


28-04-1997 


WO 


9620214 


A 


04-07-1996 


NZ 


298142 


A 


22-08-1997 


ZA 


9510982 


A 


22-08-1996 



WO 9616170 


A 


30-05-1996 


EP 
JP 


0792360 
10509869 


A 
T 


03-09-1997 
29-09-1998 


WO 9845319 


A 


15-10-1998 


AU 


6914798 


A 


30-10-1998 


WO 9842296 


A 


01-10-1998 


AU 


6866198 


A 


20-10-1998 


WO 9841631 


A 


24-09-1998 


US 
AU 


5851775 
6765898 


A 
A 


22-12-1998 
12-10-1998 



FbnntXait PCT/ISA/210 (Anhang PatontfamilieKJul 1SS2) 



